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Die Erfindung betrifTt ein Verfahren zur photo- 
metrischen Bestimmung kleiner Mengen geldster 
StofTe, die in Form abgemessener Ldsungsproben auf 
einen Trager aufgebracht sind. 

Die bekannten Verfahren, bei dencn man Stofllosun- 
gen mifit, die sich in Glaskiivetten befinden, haben den 
Nachteil, daB eine bestimmte Mindestmenge an L6- 
sung vorhanden sein muB. Diese Menge hangt von der 
Konzentration des zu messenden Stoffes in dfcrLosung 
ab und darf audi bei Mikrokiivetten und hoher Stoff- 
konzentration nicht weniger als 0,1 bis 0,2 ml betra- 
gen. ErfahrungsgemaB stehen solche Mengen aber bei 
biologischen Versuchen selten zur Verfugung, wes- 
wegen eine photometrische Auswertung bisher oft 
nicht moglich war. 

Ein wei teres bekarmtes Verfahren betrifTt die photo- 
metrische Bestimmung der Einzelkomponenten von 
Stoftgemischen, die durch Elektrophorese oder durch 
Chromatographic auf Streifen von porosem Material 
getrennt und gegebenenfalls *angefarbt sind. Das Ver- 
fahren besteht darin, daB man die betreffenden Strei- 
fen durch Einbetten in eine Fliissigkeit, die den glei- 
chen oder etwa den gleichen Brechungs index aufweist 
wie das Material, aus dem die Streifen hergestelit sind,. 
Iichtdurchlassig macht und anschlieBend die Extinc- 
tion hach den iiblichen quantitativen Methoden miBt. 

Nach dem letztgenannten Verfahren konnen StofTe, 
die sich auf einem porosen Trager befinden, auch ohne 
vorausgehende Elektrophorese oder Chromatographic 
photometrisch analysiert werden. Dabei stort, dafl der 
Trager trotz Einbetten in eine Fliissigkeit von glei- 
chem Brechungsindex nicht vollkommen durchstrahl- 
bar wird, sondern nur olpapierahnlicbe BeschafTenheit 
annimmt. Als Folge zeigt sich beim Photometrieren 
ein im. "Trager ortljch ungleicher Lichtverlust, der die 
Extinktion der aufgebrachten Stoffprobe iiberlagert 
und das Mes-sen geringer S toff mengen ungenau macht. 
Fur EiweiB, das mit Amidoschwarz angefarbt ist, be- 
tragt die meB bare Mindestmenge daher bestenfalls 
1 bis';2 Gamma (0,000002 g), so daB das Verfahren 
fur die Bestimmung kleinster Stoffmengen ebenfalls 
nicht in Frage kommt. 

Die Erfindung bezweckt, den Mangel an photo- 
metrischen Mikro methoden zu beseitigen, und schlagt 
ein Verfahren vor, das es unter Verwendung von Pro- 
bentrager und Kuvette ermoglicht, kleinste Mengen 
geloster StofFe photometrisch zu messen. 

Das erfindungsgemafie Verfahren kennzeichnet sich 
dadurch, daB ein f asriger oder poroser Trager zur An- 
wendung kommt, der in der Kuvette durch ein L6- 
sungsmittel infolge beginnender Auflosung durch Auf- 
hebung der lichtstreuenden und der doppelbrechenden 
Eigenschaft seines Materials optisch gleichmafl ig 
durchstrahlbar wird, wahrend die Struktur des Tra- 
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2 5 gers so weit erhalten bleibk daB die Probe ihre Lage. 
beibehalt, und dafi das Losungsmittel gleiche Absorp- 
tionseigenschaften besitzt wie der in Auflosung be- 
grifTene Trager. 

GemaB der Erfindung wird auf den aus fasrigem 

30 oder porosem WerkstpfF bestehenden Trager, der saug- 
fahig ist, die zu bestimmende Losungsprobe aufgetra- 
gen. Nach Antrocknen des in ihr enthaltenen Stoffes 
wird der Trager in einer. .durchsichtigen . Kuvette mit 
einem Losungsmittel versetzt, das zwar den Trager,. 

35 nicht aber den zu messenden StofT lost oder zerstort.. 
Das Versetzen des Tragers mit dem Losungsmittel* 
hebt die lichtstreuende und' doppelbrechende Wirkung. 
. des Tragers auf, so daB er durchsichtig und streulicht- 
frei durchstrahlbar wird. Bei Wahl eines geeigneten 

40 Mengenverhaltnisses von Trager und Losungsmittel. 
wird ein Zustand beginnender Losung erreicht, in dem 
die optimale Durchstrahlbarkeit bereits erreicht, je- 
. doch die Struktur des Tragers noch vorhanden ist. Da- 
durch behalt der zu bestimmende StofT, der in Form 

45 kleinster Partikel im Trager liegt und infolge seiner 
Unloslichkeit im Trager-Lqsungsmittel-Gemisch nicht 
difTundieren kann, seine beim Aufbringen auf den Tra- 
ger zustande gekommene Lage bei und wird mit einem 
dem Probenfleck nach For # m und GroBe angepaBten 

5° MeBstrahl photometrisch gemessen. 

Das Verfahren. gemaft der Erfindung ist von der 
KuvettengroBe " unabhangig und erlaubt, sehr Id eine 
Losungsmengen zu analysieren. Die untere Grenze der 
Anwendbarkeit ist durch die Menge des geldsten Stof- 
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fes gegeben und liegt einige Zehnerpotenzen unter der 
Erfassungsgrenze der bekannten photometrischen Ver- 
fahren. Beispiclsweisc konnen Eiweiflbestimmungen 
an 0,2 Mikroliter (0,0002 ml) Losung durchgefuhrt 
werden, wobei nach Anfarben mit Amidoschwarz noch 5 
einige Hundcrtstel Gamma EiweiB- meBbar sind. - 

Dadurch, daB die Losungsproben gemaB des vorge- 
schlagcnen Verfahrens auf fasrige oder porose Trager 
aufgebracht werden.. breiten sie sich entsprechend der 

en Obcrflache der Tragerstruktur auf einen be- io 
grenzt klcinen Raum aus und geben, auch wenn sie un- 
gewohnlich kleine Stoffmengen enthalten, beispiels- 
weise einige Hundertstel Gamma EiweiB, eine genu- 
gend hohe Absorption, urn hinreichend genau messen 
zu konnen. 15 

Die ftir die Auswcrtung wichtige, gleichmaBige Ver- 
teilung der Probe auf dem Trager hangt von dessen 
Saugfahigkeit fur die StofHosung ab. Um nicht saug- 
fahige Trager saugfahig zu machen oder die Saug- 
fahigkeit begrenzt saugfahiger Trager zu verbessern, so 
schlagt die Erfindung in einem weiteren Verfahrens- 
schritt vor, den Trager vor Aufbringen der Stoffprobe 
einer chemischen Behandlung zu unterziehen, die das 
Tragermaterial fur die StofHosung netzbar macht 
bzw. ihm eine geeignete Oberflachenspannung verleiht. 25 
Beispiclsweisc wird die Saugfahigkeit fur wafirige 
L6>ungen bei Vcrwendung von Polyvinylchlorid als 
Tragermaterial durch Impregnation mit Olsaure er- 
reicht. 

Nach Antrocknen der Losungsprobe liegt der zu 30 
messende* StofF in Form kleinster Partikel zwischen 
den Fasern bzw. in den Poren des Tragers und gibt 
ein fur ihn charakteristisches Absorptionsspektrum, 
das durch Lichtverluste infolge der lichtstreuenden 
Wirkung der Partikel geringfugig tiberlagert wird. 35 
Der dadurch beim Messen der Proben entstehende 
Fehler ist, sofern es sich um Losungen eines bestimm- 
ten Konzentrationsbereiches handelt, beispielsweise 
um Eiweifilosungen zwischen 0,01 und 0,5 «/o, ohne 
Bedeutung. Er kann aber, wenn erforderlich, durch 40 
Verwendung. von Trager-Lo&ungsmittel-Paaren, deren 
Gemisch den gleichen Brechungsindex aufweist wie 
die Stofrpartikel, ausgeschaltet werden. 

Ist die Absorption der Stoffprobe zu gering, um 
brauchbare MeBwerte zu geben, oder liegt sie in einem 45 
ungunstigen Wellcnbereich, so kann sie durch che- 
misches Umsetzen oder Anfarben des Stories in ge- 
eigneter Weise verbessert werden. Um dieses Ziel zu 
erreichen, schlagt die Erfindung vor, nach den bekann- 
ten Methoden der sogenannten Tiipfelanalyse zu ver- 50 
fahren und beispielsweise EiweiB mit Amidoschwarz 
zu farben. 

Ein weiterer Verfahrensschritt gemaB der Erfin- 
dung ist dadurch gekennzeichnet, dafi die fleckformig 
im Trager liegende Stoffprobe durch Vorbeifiihren an 55 
einem dem Probenfleck angepaBten MeBstrahl photo- 
metrisch gemessen wird. 

Nach. dem erfindungsgemaBen Verfahren kann das 
aus. einem der bekannten Spektralphotometer, bei- 
spielsweise derFirma Zeiss oder derFirma Beckmann, 60 
erhaltene monochromatische Licht durch Kombination 
geeigneter Linsen und Blenden so geformt werden, 
dafi in der Mefiebene, in der sich die Kuvette mit dem 
Probentrager und dem Losungsmittel befindet, ein 
MeBstrahl entsteht, dessen Querschnitt der Form und 65 
der GroBe des zu untersuchenden Probenfleckes opti- 
mal angepaBt ist. Die Einstellung der Stoffprobe im 
MeBstrahl wird mit Hilfe eines Justiermikroskopes 
und einer entsprechenden Beleuchtungseinrichtung 
vorgenommen, und anschlieBend wird die Kuvette mit 70 



Trager urjd Stoffprobe in schrittweiseml^ jport iiber 
genau b6stimmte Wegstrecken, gegebelcnfalls in 
Bruehteilen von Millimetern," an dem der Probe ange- 
paBten Lichtbundel vorbeigefiihrt und dabei die Ex- 
tinktion der Probe gemessen. 

GemaB weiterer Erfindung kann als Trager ein 
papierartig verarbeiteter Kunststoff, beispielsweise 
Polyvinylchlorid, zur Anwendung kommen. 

Besonders vorteilhaft ist es, wenn erfindungsgemaB 
als Losungsmittel fur den Trager Nitrobenzol oder 
Tetrahydrofuran yerwandt wird. 

Die erwahnten geringen Stoffmengen konnen nach 
dem neuen Verfahren nicht nur photometrisch gemes- 
sen, sondern auch spektralanalytisch untersucht werden. 

AuBer zur Analyse im sichtbaren Licht eignet sich 
das Verfahren bei Verwendung von Trager-Losungs- 
mittel-Paaren, deren Gemisch das Licht niederer 
Wellenlangen nicht oder nur gering absorbiert, eben- 
so zur S toff analyse im ultravioletten Bereich. Um 
Fehler zu vermeiden, muB in dicsem Fall die mog- 
licherweise lichtstreuende Wirkung der Partikel- des zu 
messenden Stoffes durch Wahl eines Trager-Losungs- 
mittelgemisches von entsprechendem Brechungsindex 
sorgfaltig ausgeschaltet werden. 

Die Erfindung bringt schlieBlich eine Kuvette zur 
Durchfuhrung des neuen Verfahrens in Vorschlag, die 
durch zwei parallel zueinander und in einem bestimm- 
ten Abstand voneinander angeordnete, durchsichtige 
Platten, vorzugsweise Glasplarten, gekennzeichnet ist. 
Die Platten sind an beiden Seiten und am unteren 
Rand unter Bildung von Behalterwanden miteinander 
verbunden, wobei die Tiefe der Kuvette, gleich der 
Abstand der Platten voneinander, so gewahlt ist, daB 
bei Verwendung eines Tragers, dessen Abmessung der 
Hohe und Brcite des Kuvettenraumes entspricht, das 
erforderliche Mischungsverhaltnis zwischen Trager 
und Losungsmittel zustande kommt. 

GemaB einer besonderen Ausfuhrungsform der Er- 
findung konnen die Platten, die die Kuvette bilden, 
zur Ermoglichung des leichten und luftblasenfreien 
Einfuhrens des Tragers in den mit Losungsmittel ge- 
f till ten Kiivettenraum an ihren oberen Randern unter 
standiger Erweiterung ihres gegenseitigen Abstandes 
abgebogen und im Querschnitt keilformig auslaufend 
ausgebildet sein. 

Das Versetzen des Tragers mit dem Losungsmittel 
wird in der Kuvette vorgenommen, indem diese vor 
Einfuhren des Tragers mit dem Losungsmittel gefullt 
wird. 

Um die Kuvette nach Gebrauch muhelos reinigen 
zu konnen, wird erfindungsgemaB vorgeschlagen, ihre 
Seitenwande mit nur einer der beiden Platten fest zu 
verbinden und die andere abnehmbar aufzuiegen. 

Beispiel 

EiweiBbestimmung an einer 0,01 bis 0,5*/oigen L6- 
sung, Probenmenge 0,2 bis 5,0 Mikroliter (0,0002 
bis 0,005 ml), Erfassungsgrenze 0,02 Gamma 
(0,00000002 g). 

Ein 40x40 mm groBef Kunststofftrager, beispiels- 
weise »Rhovyl« der Firma Schleicher & Schiill, Das- 
sel, wird mit Olsaure durch Aufsaugen einer 2°/oigen 
Olsaureldsung in Ather und nachfolgendes Abdampfen 
desAthers impragniert. Sodann wird die eiweiBhaltige 
Losungsprobe aufgetragen und angetrocknet und da- 
nach das auf dem Trager befindliche EiweiB in einer 
gesattigten Amidoschwarzlosung in Eisessig-Methanol 
(1:10) zehn Minuten lang gefarbt Die vom EiweiB 
nicht gebundene Farbe wird in mehrfach erneuertem 
Eisessig-Methanol (1:.1Q) ausgewaschen, worauf das 
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d Trockncn des Tragers von der Waschflussigkeit folgt. 
Eine innen 40 mm breite und 40 mm hohe sowie 
0,6 mm tiefe.Glaskuvett£-.wird mit Nitrobenzol gefiillt 
und darauf der Trager in die Kuvette eingefuhrt. ISTach 
vierzig Minuten ist der Trager optisch gleichmaBig 
durchstrahlbar, und;die Kuvette wird in den Strahlen- 
gang eines Spektralphotometers gebracht. Durch 
schrittweisen Transport wird die Probe mit einem 
MeBstrahl von bestimmtemQuerschnitt abgetastet und 
die Extinktion aus den pro MeBschritt erhaltenen Ein- 
zelwerten errechnet. 

In der Zeichnung ist eine Eichkurve sowi«e ein Lin- 
sen- und Blendens3'Stem und eine Kuvette zur Dureh- 
fiihrtmg des Verf ahrens nach der Erfindung beispiels-l 
weise dargestellt. Es zeigt 
Fig. 1 eine Eichkurve, 

Fig. 2 das Linsen- und Blendensystem in schema- 
tischer Darstellung, 

Fig. 3 eine Kuvette in Ansicht und 

Fig. 4 eine Kuvette imSchnitt nach der LinielV-IV 
in Fig. 3. 

Aus der in Fig. 1 ersichtlichen Eichkurve ist die 
EiweiBmenge zu entnehmen, die der gefundenen Ex- 
tinktion entspricht. Die Eichkurve gilt fur Werte zwi- 
schen 0,02 und 12,5 Gamma (0,00000002 und 
0,0000125 g) EiweiB. 

Mit 1 ist in Fig. 2 ein Monocliromator der Firma 
Zeiss odcr der Firma Beckmann bezeichnet, der einen 
Austrittsspalt 2 fur monochromatisches Licht besitzt. 
Hinter dem Spalt2 befindet sich. eine Linse 3 zur Ab- 
bi Idling- des Monochromatorspaltes in einer Blenden- 
ebene, in der ein Doppelspalt 4, bestehend aus einer 
Schlitzblende mit verstellbaren Hohen- und Seiten- 
backenS bzw. 6, angebracht ist Die Verstellung der 
Blendenbacken wird mit Hilfe der Stellschrauben 7 
bzw. 8 vorgenommen, und das Justieren der Schlitz- 
blende im Strahlengang erfolgt mit der Stell- 
schraube 9. 

Hinter der Schlitzblende ist ein Schragspiegel 10 
angeordnet, der von einer Lichtquelle 11 bestrahlt 
wird. Im Strahlengang folgt eine Linse 12, die den 
ausgeblendeten MeBstrahl in der Mefiebene 13 abbil- 
det. In der Meficbcnc 13 ist ein Probentrager 14 mit 
Halterung fur die angedeutete Glaskiivette 15 vorge- 
sehen. Der Probentrager steht in einer Einrichtung 16, 
die dem Justieren der Probe im MeBstrahl dient. 

Der Probentrager ist mit der Justiereinrichtung auf 
einem nicht gesondert dargestellten Schlitten angeord- 
net, der mit einem Feintrieb 17 und einem Rast ver- 
sehen ist, um die Proben schrittweise in bestimmten 
Wegstrecken durch den MeBstrahl fuhren zu konnen. 

Hinter der MeBebene befindet sich ein klappbarer 
Schragspiegel 18, mit dessen Hilfe das Justieren der 
Probe im MeBstrahl durch ein Mikroskop 19 beobach- 
tet wird. 

Dem Spiegel 18 ist der an sich bekannte lichtelek- 
trische Empfanger 20, beispielsweise der Firma Zeiss 
Oder der Firma Beckmann, nachgeschaltet. 

Der Spiegel 10 ist mit einem Durchlafl fur den 
MeBstrahl versehen. Die Lichtquelle 11 dient zum Be- 
leuchten der Proben wahrend des Justierens. 

Die die Kuvette veranschaulichenden Fig. 3 und 4 
zeigen, daB die beiden durchsichtigen Platten21, 22 
parallel zueinander mit Abstand voneinander angeord- 
net und an den Seiten sowie am unteren Rand unter 
Bildung schmaler Wande23, 24 miteinander verbun- 
den sind. Der Abstand zwischen den Platten21, 22 ist 
so gewahlt, daB durch Einbringen eines der Kiivetten- 
hohe und -breite entsprechend abgemessenen Tragers 
25 in die mit Losungsmittel 26 gefiillte Kuvette das 



erforderliche Mischungsverhaltnis zwischen Trager 
und Losungsmittel zustande. kommt. DaB die Be- 
halterwande mit nur einer der, Flatten fest verbunden 
sind, wahrend die andere, um die Kuvette leicht reini- 
gen zu konnen, abnehmbar aufliegt, ist in den Zeich- 
nungen. nicht eigens dargestellt. 

Aus Fig. 4 ist ersichtlich, daB die Flatten 21, 22 der 
Kuvette an ihren oberen Randern21a; 22 a unter Stan- 
diger Erweiterung des Abstandes zwischen ihnen keil- 
10 formig auslaufend ausgebildet sind. Auf diese Weise 
wird ein leichtes und luftblaSenfreies Einfuhren des 
Tragers 25 in die mit Losungsmittel 26 gefiillte Kii- 
vette ermoglicht. Das luftblasenfreie Mischen von 
Trager und Losungsmittel ist fur eine fehlerfreie Aus- 
^-wertung der Proben unerlafilich. 

PATENTANSPROCHE: 

1. Verfahren zur photometrischen Bestimmung 
kleiner Stoffmengen, die in geldster Form auf 

so einem saugfahigen Trager auf gebracht und in einer 
Kuvette photometrisch ausgewertet werden, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein fasriger oder poroser 
Trager zur Anwendung kommt, der in der Kuvette 
durch ein Losungsmittel infolge beginnender Auf- 
25 losung durch Aufhebung der lichtstreuenden und 
der doppelbrechenden Eigenschaft seines Materials 
optisch gleichmaBig durchstrahlbar wird, wahrend 
die Struktur des Tragers so weit erhalten bleibt, 
daB die Probe ihre Lage beibehait, und daB das 
30 Losungsmittel gleiche Absorptions eigenschaft en 
besitzt wie der in Auf losung begriffene Trager. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Trager zur ErzieAung oder Ver- 
besserung seiner Saugfahigkeit vor dem Auf- 

35 bringen der geldsten S toff probe einer chemischen 
Behandlung unterzogen wird, die das Trager- 
material fur das zur Anwendung kom.mende Staff- 
losungsmittel netzbar macht, z. B. bei waBrigen 
Losungsmirteln durch Impregnation mit Olsaure. 
40 3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, da- 

durch gekennzeichnet, daB die auf den Trager auf- 
gebrachte StofEprobe nach dem Antrocknen zur 
Erzielung einer hoheren oder in einem giinstigeren 
Wellenlangenbereich gelegenen Absorption einer 
45 chemischen Umsetzung oder Anfarbung unter- 
zogen wird. 

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB der zu untersuchende, 
fleckformig auf dem Trager liegende StofT mit 
50 einem in seinem Querschnitt durch ein Linsen- 
und Blendensystem der Form und GroBe des 
Fleckes angepaBten MeBstrahl in an sich be- 
kannter Weise abgetastet und photometrisch ge- 
messen wird. 

55 5. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4, da- 

durch gekennzeichnet, daB ein Kunststofftrager, 
beispielsweise aus Polyvinylchlorid, zur Anwen- 
dung kommt. 

6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, da- 
60 durch gekennzeichnet, daB als Losungsmittel fur 

den Trager rTitrobenzol zur Anwendung kommt. 

7. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB als Losungsmittel fur 
den Trager Tetrahydrofuran zur Anwendung 

65 kommt. 

8. Kuvette zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach den Anspriichen 1 bis 7, gekennzeichnet durch 
zwei parallel zueinander und in einem bestimmten 
Abstand voneinander angeordnete, durchsichtige 

70 Platten (21, 22), vorzugs weise Glasplatten, die an 
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. den Seiten und am unter en Rand unter Bildung 
schmaler Behalterwande (23, 24) miteinander ver- 
bunden sind, wobei der Abstand zwischen den 
Platten so gewahlt ist, dafi bei Einfuhren ernes der 

. Kuvettenhohe und -breite entsprechend abgemes- 5 
senen Tracers in die mit Losungsmittel gefullte 
Kiivette das erforderliche Mischung'sverhaltnis 
zwischen beiden zustande kommt. 

9. Kiivette nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi eine der Kuvettenplatten zur Er- io 
leichterung der Reinigung der Kiivette an den seit- 



8 



lichen Behalterwanden {23, 24) abnehmbar anf- 
liegt. 

10. Kiivette nacb den Ansprtichen 8 und 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Platten (21, 22) zur 
Ermoglichung des leichten und luftblasenfreien 
Einfuhrens des Tragers (25) in die mit Losnngs- 
mittel gefullte Kiivette an ihren oberen Randern 
(21a, 22 a) unter standi ger Erweiterung ihres ge- 
genseitigen Abstandes abgebogen und/oder im 
Querschnitt keilformig auslaufend ausgebildet 
sind. 
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